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　 宿主の白血球 を中心 とした免疫担 当細胞 は,
Toll-like　rec ptor(TLR)と呼 ばれ る微生物の病
原性 に関連す る分子パ ターンを認識するレセプ
ターを保持 している。 このレセプターによって,
ヒ トは侵入した微生物 を認識 し,炎症性サイ トカ
インの産生 により,宿主の感染防御反応 を引き起
こす ことが明らかにされている2,5～7)。細菌の持つ





らの菌体成分 も全 てTLRに よって認識 される。
TLRによって歯周病原性細菌 を認識 した白血球
は,細 胞質中のNF-κBが活性化 されて核 内に
移行 して炎症性サイ トカイン産生が起こる。それ
らの炎症性サイ トカインが宿主の感染防御反応 だ
けで なく,歯 周組織 の破壊 を誘導することがあ
る2,5～7)。
　 したがって,歯 周組織で感染を起 こしている歯




















性サイ トカインの産生 を抑制す る一方で,反 応を
抑制する抗炎症性サイ トカインの産生を亢進する
という報告がある。 このことが,歯 周炎治療 にお
けるアジスロマイシンの優位性 を保っていると考
えられる13-16)。
　 その一方で,ア ジスロマイシンが炎症性サイ ト






を正 しく把握す ることは,ア ジスロマイシンを使
用する際に必須である。適切な使用によって,歯
周組織の破壊に関与するサイ トカイン産生をコン















の場 に遊 走 させ るmonocyte　chemoattractant
protein-1(MCP-1)と早期に炎症反応を誘導する
中心 的 な役 割 を持 つ サ イ トカ イ ンの1つ で あ る
interleukin-6(IL-6)の2つは,重 要 なサ イ トカ
イ ンで あ る8,20～22)。さ らに,炎 症 反 応 を抑 制 す る
サイ トカイ ンで あ るinterleukin-10(IL-10)の産
生 につ いて もアジ スロマイ シンの影響 を検討す る
必要 が ある23-27)。したが って,本 研究 では この3
種類 のサ イ トカ イン産生 が,ア ジス ロマ イシ ンに
よって どの よ うに修 飾 され るか を明 らか にす るこ
とを 目的 と した。
　 1.ア ジ スロマイ シンの調整
　 アジス ロマイ シン(フ ァイザ ー,東 京)は 滅 菌
蒸留 水 を使 用 して,100mg/mlの濃 度 に溶解 した。
実験 に際 して は,J774.1細胞 の培養 に使 用 した培
養 液 で あ る10%ウ シ 胎 児 血 清(fetal　bovine
serum,　FBS;Biowest,　Nuaille,　France),100






ン(和 光純薬,大 阪)と1μg/mlメナ ジオ ン(和
光純 薬)を 添 加 したGAMブ イ ヨン(日 水製 薬,
東京)を 使 用 して37℃,嫌 気条件下 で48時間培養
した。 実 験 に 際 して は,無 血 清RPMI1640培地
で 菌 を3回 洗 浄 後,10%FBs含 有RPMI1640培
地 で2×105,2×106,あるい は2×107CFU/mlと
な るよう調整 した18,19)。
　 3.マ ウスマ クロファージ様細胞株J774.1細胞
　 マ ウスマ ク ロ フ ァー ジ様 細胞 株J774.1細胞 は
理 化学研究所バ イオ リソース センター(茨城)か ら
分与 され た。細胞 は,10%FBS含 有RPMI1640
培 地 を用 い て,37℃,5%CO2-95%湿空 気 中 で
継 代培養 して実験 に使 用 した18，19)。
　 4.P.　gingivalisによ るJ774.1細胞 か らの サ
イ トカイ ン産 生の誘 導
　J774.1細胞 は,96wellマイ ク ロプ レー ト(BD
Biosciences,　Franklin　Lakes,　NJ,　UsA)を使 用
して37℃,5%CO2-95%湿空 気 中 で 培 養 した。
具体 的 には,細 胞 を10%FBS含 有RPMI1640培
養 液 中 に浮 遊 させ て1×106/mlとし,各wellに
200μl分注 した。 一 晩培 養 後,ア ジ ス ロマ イシ
ン含有,も しくは非含 有 の10%FBs含 有RPMI
1640培地 を100μl加えた。 さ らにP.gingivalis
菌 液,も し くは対 照 の 培養 液 を各wellに100μl
加 えて24時間 培養 した18,19)。なお,培 養 時間 が サ
イ トカ イ ン産 生 に及 ぼす影 響 を調べ る実験 で は,
培養 時 間 を4,8,24,48時 間 とした。 実験 に使
用 したwell数は1実 験 群 に付 き,3wellずつ と
した。
　 5.サ イ トカ インの測定
　J774.1細胞 の培養 終 了後 に遠 心処 理 し,上 清
中のMCP-1,　IL-6およびIL-10の含有 量 をマ ウ
スELISAキ ッ　ト(eBioscience,　san　Diego,　CA,
USA)を用 いて,マ イク ロプ レー トリーダ ー(モ
　　
ア ル680;Bio-Rad　Laboratories,　Inc.,　Hercules,
CA,　USA)で 測 定 し た18,19,28)。
　 6.統 計 処 理
　 実 験 結 果 は,平 均 値 と 標 準 誤 差 を 求 め て 示 し た 。
有 意 差 の 検 定 はone-way　analysis　ofvarianceを
用 い た 分 散 分 析 の 後,Bonferroni　or　Dunn
methodに よ る 多 重 比 較 検 定 を 行 っ た18,19)。
P<0.05を有 意 と し た 。
　 1.ア ジス ロマイ シンに よるMCP-1産 生 亢進
作 用
　 マ ウ スJ774.1細胞 に ア ジ ス ロマ イ シ ン とP.
gingivalis生菌 を加 えて24時間培養 して,上 清 中
のMCP-1量 を調 べ た(図1)。 ア ジ ス ロマ イシ
ンを25μM及 び50μMの 濃度 で加 えた場合 は,P
gingivalis生菌 のみ と比 較 してMCP-1の 産 生 が
有 意 に亢進 した。 なお,ア ジス ロマイ シン単独 で
はい ずれ の濃度 で も対 照群 と比 較 してMCP-1の
有 意 な産生 亢進 は認め られ なか った。
　 2.ア ジス ロマ イ シン によ るMCP-1産 生 亢進
　　 に及 ぼすP.gingivalis生菌数 の影響
　 次 にP.gingivalis生菌 数 を変 化 させ て,ア ジ
ス ロマ イシ ンに よるMCP-1産生 亢進 作用 に及 ぼ
す 影 響 を 調 べ た(図2)。 加 え る 菌 数 を1×
106CFU/ml,もしくは1×107CFU/mlにした場合
に,50μMの 濃 度 の ア ジス ロマ イシ ンに よ って
有 意 な産 生 亢 進 が 認 め ら れ た。 しか し,1×
105CFU/mlではMCP-1の産 生 その もの が認め ら
れ なかった。
　 3．ア ジス ロマ イシ ンに よるMCP-1産 生 亢進
　　 に及 ぼす培 養時間 の影響
　 ア ジス ロマ イシ ン50μlと1×107CFU/mlのP.
gingivalis生菌 を加 えて培養 開始後,4時 間,8
時間,24時 間,48時間後 の上清 中のMCP-1量 を
調べ た(図3)。 培 養4時 間後 に は対 照群 と比 較
して,P.gingivalis生菌 の み,あ るい は ア ジス
ロ マ イ シ ン50μMを 共 に加 え た場 合 に有 意 な
MCP-1の産 生 が認 め られ た。 ア ジス ロマイ シ ン
をP.gingivalis生菌 に加 えた こ とに よ る有 意 な
産生 亢 進 は,培 養24時間及 び48時間 で のみ 認 め
られ た。
　 4.ア ジスロマイシンによるIL-6産生亢進作用
　 次 にMCP-1と 同 じく炎症 性 サ イ トカイ ンで あ
るIL-6の産 生 が ア ジス ロマ イシ ンに よ って どの
よ うに影 響 され るか を調 べ た(図4)。J774.1細
　 5.ア ジス ロマ イ シ ンに よるIL-6産生 亢 進 に
　　及 ぼすP.gingivalis生菌数 の影響
　次 にP.gingivalis生菌 数 を変 化 させ て,ア ジ
ス ロマ イ シ ンに よるIL-6産生 亢進 作 用 に及ぼ す
影響 を調べ た(図5)。 加 え る菌 数 を1×107CFU/
mlに した場合 のみ,50μMの アジ スロマ イ シン
によって有意 な産生亢進 が認 め られた。
　 6.ア ジ ス ロマ イ シン によ るIL-6産生亢 進 に
　　 及ぼ す培 養時間 の影 響
　 ア ジス ロマ イシ ン とP.gingivalis生菌 を加 え
て培 養 開 始 後,4時 間,8時 間,24時 間,48時
間後 の上清 中のIL-6量を調べ た(図6)。　MCP-1
の場合 と同様 に培養4時 間後に は対照群 と比較 し
て,P.　gingivalis生菌 のみ,あ るいは アジス ロマ
イシ ン50μMを 共 に加 えた場合 に有 意 なIL-6の
産生 が認 め られ た。
　 7.ア ジ スロマ イシ ンのIL-10産生 に及 ぼす影
響
　ア ジ ス ロマ イシ ンがP.gingivalis生菌 に よ る
J774.1細胞か らの炎症性 サ イ トカ イン産生 を亢進
した ことか ら,抗 炎症性 サ イ トカ イン産生 に及ぼ
す 影 響 も 調 べ た。P.gingivalis生菌 数 を1×
105CFU/mlから1×107CFU/mlとし,ア ジ ス ロ
マイ シン50μMを 加 えて24時間培養 した。
　 図に は示 さないが,P.　gingivalis生菌 のみの場
合 で もア ジ ス ロマ イ シ ンを共 に加 えた場 合 で も
IL-10の産生 は,ま っ た く認 め られ な かった。 な
お,使 用 したJ774.1細胞 に大腸 菌 由来 のlipid　A
を加 えて 培養 した場合 には,IL-10が産生 され る
こ とは確 認 されてい る。
胞 に1×107CFU/mlのP.gingivalis生菌 と ア ジ
ス ロマ イ シ ンを12.5,25,50μMの濃 度 で 加 え
て培 養 して,上 清 中 のIL-6量を調 べ た(図4)。
MCP-1とは異 な り,ア ジ スロマ イシ ンを12.5μM
の濃度 で加 えた場合 も,P.　gingivalis生菌 のみ と
比較 してIL-6の産生 が有 意 に亢 進 した。 しか し,
MCP-1の場 合 と同様 にア ジス ロマ イ シ ン単 独で
はいず れの濃 度 で も対 照群 と比 較 してIL-6の有
意 な産生 は認 め られなか った。
　P.gingivalis生菌 に よるマウスマ クロ ファージ
様 細 胞 のMCP-1産 生 は,ア ジス ロマ イ シ ンに
よ って有 意 に亢 進 した。MCP-1は,炎 症 性 サ イ
トカイ ンの中で も特 別 にケモカ イ ンと呼ばれ る生
理活 性物 質 に属す る8,21,29)。ケモ カイ ンは好 中球 や
単球 を感 染の場 に誘 導 し,炎 症反応 を高め る作 用
を持つ8，21,29)。
　 MCP-1の産 生亢 進 は,歯 周 炎 と関連 す るこ と
が報告 されて い る。侵襲性 歯周炎患者 の歯 肉溝浸
出 液 中で は,高 濃 度 のMCP-1が 検 出 され て い
る30)。さらに,血 清 中のMCP-1濃 度 を慢 性歯 周
炎患者,歯 肉炎患者,正 常人 の3群 で比較 す ると
正常人 に比 較 して歯 肉炎患 者 は高 く,慢 性歯 周炎
患者 で は さらに高 い と され31),血清 中 のMCP-1
濃度 は歯周病 の臨床 マーカ ーとな りえる と考 えら
れ た。 歯肉溝滲 出液 中 のMCP-1は 歯 肉組織 の線
維芽細胞,単 球,上 皮 細胞 か ら産生 され る29)。実際,
P.gingivalis由来LPS(内 毒素)に よっ て歯 肉
線維芽細胞 か らMCP-1が産生 され るこ とが確 認
されてい る29)。
　 アジス ロマ イ シ ンがP.gingivalis生菌 に よ る
マク ロフ ァージ様 細胞 か らのMCP-1産 生 を亢進
させ た ことは,P.　gingivalisのよ うな歯周 病原性
細菌 が歯 垢中 に存在 す る歯周炎 患者 がア ジス ロマ
イ シ ンを服 用 した場 合 に,歯 周 組 織 の マ ク ロ
フ ァー ジ,線 維芽細 胞,上 皮細 胞 か らのMCP-1
産生が亢進 す る可能性 が ある。 その場合,歯 周組
織 中で産 生 され たMCP-1が どの よ うな作用 を も
た らす かが問題 となる。
　MCP-1は,単 球 を遊走 させ る作 用 を示 す サ イ
トカ インで ある。その ため,歯 周病 原性細菌 の感
染 した歯 周組織 中へ の単球 の浸 潤 をMCP-1は 促
進す ることで,細 菌 に対す る殺菌能 を高 める29)。
　 この ような単球 の感染部位 への移動 は,感 染 防
御 に有効 な もの であ る。 しか し,単 球 の集積 は組
織傷害 をもた らす可 能性 もあ る7)。
　今 回の結果 とは異 な って,ア ジス ロマ イシ ンの
よ うなマ クロライ ド系抗菌薬 が炎症性 サ イ トカイ
ン産 生 を抑制 す る との報告 もあ る。 これ は アジ
スロマイ シンが,サ イ トカイ ン産生細胞 の核 内 タ
ンパ クで あ るNF-κB抑 制 因子 と して作 用 す る
た めと考 えられ ている15)。
　 ア ジス ロマ イシ ンは,15員環 の マ ク ロ ライ ド
系抗菌薬 であ る。本実験 で認 め られ たよ うなサ イ
トカイ ン産生 への修飾作 用 は,他 のマ ク ロライ ド
系抗菌薬 で も認 め られ てい る32～39)。14員環 の ロキ
シスロマイ シン(1～10μg/ml)はヒ ト気管支上 皮
細胞のIL-6,　IL-8,　GM-csFの産 生 を抑制 す る
とされ る32)。さらに同 じ く14員環 のエ リス ロマ イ
シンは,ヒ ト気管 支上皮 細胞 のIL-6やIL-8の産
生 を抑制す る ことが報告 されて いる33,34)。したがっ
て,こ の よ うな免疫修 飾作 用はマ ク ロライ ド系抗
菌薬 に広 く認 め られ る もの と考 え られ る。 この ロ
キ シス ロマ イシ ンのサ イ トカ イン産生 抑制 は,前
述 の よ うにNF-κBの 活 性 化 が抑 制 され るた め
と考 え られて い る32)。
　 さ らに,マ ク ロファージの貧食作 用は アジス ロ
マ イシ ンの他 にエ リスロマイ シン,ク ラ リス ロマ
イシン,ロ キ シス ロマ イシ ンも亢進 した ことが報
告 され てい る35)。
　 MCP-1以外 にIL-6もJ774.1細胞 にP.　gingivalis
の生 菌 と共 に アジス ロマ イシ ンを加 えて培養す る
と,ア ジス ロマ イシ ン非添加 に比較 して有 意 に産
生 が 亢進 した。IL-6は,歯周 炎 の よ うな炎症 性
疾患 にお いて最 も強 力に関 わる炎症性 サイ トカイ
ンで あ る36，37)。この サ イ トカ イ ンは 多面 的 な機 能
を持 ち,単 球,線 維芽 細胞,血 管 内皮細 胞,T細
胞,B細 胞 が産生 し,骨 芽細 胞や滑膜 細胞 か ら破
骨細胞分 化因子 の放出 を増加 させ ることで破骨 細
胞 の活性 を高 め る。炎症 を起 こ した歯 周組織 では
IL-6はIL-1と共 に歯 周組 織 か らの マ トリックス
メ タプ ロテ アーゼ産 生 を増加 させ,歯 周 組織 の破
壊 をもた らす と考 えられて お り,歯 周 炎の組織破
壊 にお いて中心 的な役割 を担 う。歯 肉溝 滲出液 お
よび歯 肉 組織 中のIL-6量と歯周 炎 の進展 具 合 と
は他 の炎症性 サ イ トカ イン と同様 に関連 性が あ り,
IL-6の産 生量 と歯 周炎 の重症度 は比例 す る38)。ま
た,歯 周炎 の治 療 が成 功すれ ば,血 清 中や歯肉溝
滲 出液 中 のIL-6のレベ ル は減少 す る こ とが認 め
られてい る。 したがって,ア ジス ロマイシ ンによ
るIL-6産生 亢進 はMCP-1の場合 と同様 に歯周組
織破壊 を誘導 す る可能性 が ある。
　 IL-10に関 しては,ア ジス ロマイ シ ン添加 の有
無 に関 わ らず,P.gingivalis生菌 を感 染 させ た
J774.1細胞 か ら の 産 生 は 認 め られ な か っ た。
Berkerらも同様 な報告 を して お り,ヒ ト末梢 血
液 由 来 単 核 細 胞 にP.gingivalis生菌 をin　vitro
で感 染 させ て もIL-10の産生 は認 め られ ない が,
加熱 処 理 したP.gingivalisでは産 生 され た と し
て い る39)。生菌 でIL-10の産 生 が誘導 され な か っ
たの は,P.　gingivalisが産生 す るジ ンジパ イ ンの
タンパ ク分解 作用 のた め と考 えられ る39)。しか し,
Berkerらも本実 験 の結 果 の どち ら もIL-10産生
の有無 は,培 養 上清 中 のL-10を酵 素抗 体法 で調
べてい る39)。そのため,IL-10が検出 さない理 由
としてはジンジパインのタンパク分解作用以外に,
IL-10の産生 そのものが起 きていない可能性 もあ
る。












パ インを産生することは,こ の菌の病原 性の強 さ
を裏付けるものである。
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